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1. INTRODUÇÃO
Embora existam vários estudos relacionados a comportamento dos
caramujos bionfalários, não tem sido descritas variações no componente
imunocelular em função do estresse de qualquer natureza ou, em particular, do
possível estresse provocado por alterações do ciclo circadiano.
Biomphalaria tenagophi/a (Orbigny, 1835) é um molusco da classe
Gastropoda de habitat aquático. Tem uma importante participação neste
ecossistema, pois, juntamente com as espécies B. g/abrata e B. straminea, é um
dos hospedeiros intermediários mais importantes da esquistossomose no Brasil.
Como alguns outros caramujos, B. tenagophila consegue sobreviver sob
condições adversas do meio devido à manifestação de certos comportamentos
específicos. Como exemplo, pode-se citar: retração da massa cefalopodal na
concha, saída da água e entrada em buracos em resposta a dosagens subletais
de moluscicidas (PIERl & JURBERG, 1981; JURBERG, 1987). Entre os
comportamentos bem conhecidos dos caramujos destacam-se os deslocamentos
ativos:— deslizar e arrastar, os passivos: descida e subida súbitas, boiar; e parar
que caracteriza-sepela ausência destes comportamentos (JURBERG, 1995).
Entre os mecanismos homeostáticos implicados com a
autopreservação, os moluscos são dotados de um eficiente sistema de defesa
com características semelhantes às dos vertebrados. Nestes processos estão
envolvidos diversos fatores como células de defesa, reconhecimento de corpos
estranhos, resposta encapsuladora, fagocitose, reações citotóxicas assim como
fatores humorais. Na atividade de defesa contra organismos estranhos, podem
participar células da hemolinfa, hemócitos, como também componentes humorais
com a liberação de substâncias citotóxicas (CHENG & YOSHINO, 1976; FOLEY
& CHENG, 1977). A atividade dos hemócitos é influenciada por fatores químicos
que podem estar presentes na hemolinfa, como por exemplo, substâncias
estranhas. A composição do meio ambiente onde estas células se encontram,
também pode interferir na sua atividade. Entre os fatores do soro que
provavelmente influenciam o comportamento dessas células estão as Iecitinas
(RENWRANTZ & CHENG, 1977; SCHOENBERG & CHENG, 1980; VAN DER
KNAAP & LOKER, 1990). Tem sido evidenciada a participação de tais fatores
humorais através da indução de resistência adquirida. A transferência de soro de
moluscos refratários à infecção por Schistosoma mansoni torna resistentes
moluscos susceptíveis (GRANATH & YOSHINO, 1984). Quanto à participação de
componentes celulares de defesa tem sido observado que amebócitos de
moluscos susceptíveis têm menor capacidade de fagocitar em relação aos
resistentes. (FRYER & BAYNE, 1990).
As células sanguíneas circulantes, denominadas amebócitos ou
hemócitos, estão presentes na hemolinfa e fluídos do corpo dos moluscos e
atuam como defensoras, sendo capazes de fagocitar e encapsular corpos
estranhos. São também importantes no processo do reparo da concha, quando
necessário, e o fazem através do transporte de cálcio. Podem ainda liberar
substâncias citotóxicas que atuam no processo de coagulação da hemolinfa,
onde desempenham o papel de “tampão”, caracteristica semelhante à do
fibrinogênio, em casos de ferimentos dos moluscos, impedindo, assim, o
extravasamento da hemolinfa (WAGGE, 1955; CHENG & BUTLER, 1979; BAYNE
et al., 1980; SMINIA & VAN DER KNAAP, 1987).
Os amebócitos possuem movimentação independente, o que facilita
a fagocitose de materiais estranhos (ABDUL—SALAM& MICHELSON, 1980 a,b).
Apesar de possuírem aspectos morfológicos muito variados, devido à sua
capacidade de movimentação e emissão de pseudópodes, duas categorias de
células podem ser descritas, granulócitos e hialinócitos (CHENG, 1975).
Os granulócitos são células que possuem grânulos citoplasmáticos,
apresentam-se com maior número de lisossomos quando comparado aos
hialinócitos, emitem pseudópodes e fagocitam corpos estranhos. Por estas
características, são muito parecidos com os macrófagos humanos (CHENG
1975), e representam a maior subpopulação de células circulantes, perfazendo 85
a 90% do total. Os hialinócitos possuem um contorno circular ou ovalado, têm
grande núcleo em relação ao raio citoplasmático com poucas estruturas
lisossomais, não emitem pseudópodes, não possuem função fagocita'ria e são
encontrados na hemolinfa na proporção de 10 a 15%.
SMlNIA et al. (1981) sugerem que os moluscos mais jovens seriam
mais susceptíveis à infecção por possuírem mais hialinócitos e
consequentemente teriam menos enzimas e menos capacidade fagocítica.
Os amebócitos podem aumentar quantitativamente na hemolinfa
circulante através de vários estimulos, como uma injeção de bactérias, ou após
penetração de um trematódeo (SULLIVAN et al., 1984).
De modo geral, os moluscos possuem uma resistência inata bem
desenvolvida devido aos amebócitos circulantes, aos componentesdo plasma, às
presenças da concha e do muco.
Um outro aspecto relacionado ao sistema de defesa dos moluscos
diz respeito ao mecanismo chamado “burst respiratório” (liberação de metabólitos
de oxigênio), o qual produz ânion superóxido (02), peróxido de hidrogênio (H202),
oxigênio simples (02) e radicais hidroxila (OH). Os radicais gerados no “burst” são
altamente reativos e potencialmente tóxicos, podendo participar no processo de
inflamação (FRIDOWlCH, 1978; NATHAN et al., 1980) e na destruição de
parasitas, (BABIOR, 1978; DIKKEBOOM et al., 1987, 1988; SMINIA & VAN DER
KNAAP, 1987). Um outro mecanismo citotóxico presente nos hemócitos é a
produção de óxido nítrico (NO), um importante agente bactericida (OTTAVIANI et
al., 1993), com ação semelhante à encontrada nos macrófagos de vertebrados
(HIBBS et al., 1987 a,b; 1988), onde esse sistema composto pelo NO
provavelmente promove uma aglutinação de bactérias ao redor dos macrófagos,
com subsequente fagocitose e morte (OTAVIANI et al.,1993).
A semelhança de outros sistemas homeostáticos, o sistema de
defesa dos seres vivos, em geral, e dos moluscos, em particular, deve estar sujeito
a mecanismos reguladores de forma a adequar a resposta imune às necessidades
provocadas pelas diferentes situações de desequilíbrio ou agressão.
Nas últimas décadas, estudos detalhados a respeito dos sistema
imunológico e neuroendócrino vêm evidenciando a existência de uma
comunicação bidirecional efetiva entre esses dois sistemas (RABIN et al., 1989;
ADER et al., 1990), demonstrando ainda que uma alteração no equilíbrio de um
desses sistemas interfere na atividade do ºutro. Assim um desequilíbrio emocional
ou até mesmo um estresse por tempo prolongado pode acarretar numa atividade
imunológica hiperativa ou hipoativa, acarretando uma resposta adaptativa
inapropriada. Tal conceito tem sido construído a partir dos resultados de estudos
de várias condições de estresse sobre o sistema imunológico e da presença de
hormônios característicos da resposta ao estresse em células do sistema
imunológico.
O estresse pode ser visto como a mais importante e complexa
reação orgânica para garantir a sobrevivência, em resposta a uma situação
qualquer de quebra da homeostasia.
A grande quantidade de informações a respeito de estresse e
sistema imunológico tem sido resultado de investigações envolvendo, quase que
exclusivamente, a classe dos mamíferos, sendo o camundongo o principal alvo de
investigação. A partir dos resultados obtidos desses roedores, principalmente, tem
sido construído o conhecimento a respeito do sistema neuroimunológico para
todos os outros animais, incluindo os invertebrados.
Alguns estudos evidenciam características comuns do sistema
neuroimunológico que são compartilhadas na diversidade do reino animal. Por
exemplo, o efeito do fenômeno estresse é também observado nos invertebrados
(STEFANO & CATAPANE, 1977; STEFANO et al., 1978) e alguns moduladores do
sistema neuroendócrino e seus receptores especíticos têm sido encontrados
nesses animais (STEFANO et al., 1989a; STEFANO et al., 1989b; OTTAVIANl &
FRANCESCHI, 1996). Estes estudos têm sugerido que não apenas o estresse
afeta o sistema imunológico, mas também que existe uma linha evolutiva que
torna os mecanismos da resposta imunológica, frente ao estresse, bastante
semelhantes entre invertebrados e vertebrados.
Em particular, os moluscos apresentam um sistema neural e um
sistema endócrino relativamente complexos, porem, faltam órgãos como o
hipotálamo, a pituitária e as adrenais, ou seja, faltam os principais órgãos
envolvidos na resposta ao estresse dos vertebrados (BATEMAN et al., 1989).
Nos moluscos, as principais células do sistema imunológico, são os
hemócitos circulantes ou amebócitos. Eles estão presentes na hemolinfa e nos
fluidos corporais do molusco, sendo eles as células de defesa que encapsulam e
fagocitam patógenos estranhos. Eles contêm moléculas semelhantes ao Hormônio
Adreno—Cortico-Trópico (ACTH) e aminas biogênicas como adrenalina (A), nor-
adrenalina (NA), dopamina (DO); além de óxido nítrico (NO), que tem ação
bactericida (O'ITAVIANI et al., 1993). Além disso, aparentemente ocorre uma
cascata de reações semelhante ao observado em vertebrados. Assim, a
incubação de hemócitos em meio contendo Hormônio Liberador de Corticotrofina
(CRH) provoca a liberação de ACTH que por sua vez estimula a liberação de
aminas biogênicas pelos hemócitos de moluscos (O'l'l'AVIANI & FRANCESCHI,
1996).
1.1 OBJETIVOS
Este trabalho teve como objetivo determinar o possível efeito do
estresse induzido por iluminação contínua nos parâmetros comportamentais
(alterações nos comportamentos de arrastar, deslizar e parar-bolar) e
imunológicos (quantidade de hemócitos circulantes na hemolifa, quantidade de
óxido nítrico presente na hemolinfa circulante e contagem de hemócitos
circulantes nos intervalos de 12h, 24h, 36h e 48h de experimentos) de
Biomphalaria tenagophi/a (Orbigny, 1835), um molusco de água doce, importante
hospedeiro intermediário, na América do Sul, de Schistosoma mansoni.
2. MATERIAL E MÉTODOS
2.1. PARTEETOLÓGICA
Animais adultos, acima de 11 mm de diâmetro de concha
(PARAENSE, 1970), da espécie de molusco Biomphalaria tenagophila (Orbigny,
1835), foram obtidos do Departamento de Biociências da Universidade Federal de
Uberlândia.
Inicialmente, foram utilizados 40 animais divididos em grupos
experimental (n = 20) e controle (n = 20). Cada grupo foi mantido em um aquário
de vidro (50 cm x 28 cm x 35 cm), contendo água sob as mesmas condições
físico-químicas e temperatura ambiente (25 ºC) por três dias de ambientação para
a situação experimental e 2 de observação. Antes do início do experimento,
procedeu—se o tratamento para eclosão dos miracídios, que pudessem ter
infectado os caramujos, por exposição à luz e calor de 28 ºC fornecido por uma
lâmpada incandescente de 60 W colocada a 40 cm de distância, durante 30
minutos (STANDEN, 1951).
Durante os dois dias de observação, uma câmera filmadora
Panasonic M 9000, com sensibilidade luminosa mínima de 3 lux, registrava os
movimentos dos animais. As observações gravadas em fita cassete foram feitas
em sessões de 20 minutos consecutivos, três vezes ao dia, sendo às 8h, às 15h e
às 21h. Durante o dia (8 e 15 h) a luminosidade era de 200 lux e no período da
noite (21 h) era de aproximadamente 10 lux.
O grupo controle foi submetido a um ciclo claro—escuro natural, sendo
14 h claro (200 lux) e 10 h escuro (aproximadamente 10 lux). Os animais do grupo
experimental foram expostos a 48 h de iluminação contínua (200 lux).
A análise das filmagens foi feita utilizando-se a tabela
comportamental de Jurberg (1995). Os comportamentos foram quantificados
somando-se o número total de cada expressão comportamental ao longo de 120
minutos e os grupos foram comparados estatisticamente pelo teste xº. Foram
considerados significantes os valores de p < 0,05.
2.2. PARTE IMUNOLÓGICA
2.2.1. Contagem dos hemócitos circulantes
Um outro grupo de 93 animais adultos provindos do mesmo
Departamento e mantidos nas mesmas condições supra citadas foi utilizado para o
estudo do número de hemócitos circulantes na hemolinfa. Foram utilizados 93
animais adultos da espécie Biomphalaria tenagophila, que foram inicialmente
divididos em grupo controle (n = 47) e grupo experimental (n = 46). Cada um
destes grupos foi subdividido em grupos de 12 h (n = 8), 24 h (n = 8), 36 h (n = 8)
e 48 h (n = 23 controle e n = 22 experimental). 0 grupo controle foi submetido a
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um ciclo claro-escuro natural, sendo 14 h claro (200 lux) e 10 h escuro
(aproximadamente 10 lux). Os animais do grupo experimental foram expostos a
12, 24, 36 e 48 h de iluminação continua (200 lux), dependendo do subgrupo a
que pertenciam, a partir do ciclo normal. Assim, o grupo 12 h, por exemplo, era
submetido a 10 h de escuro e 26 h (14 h + 12 h) de claro.
A hemolinfa foi obtida mediante punção céfan-podal, com pipeta
Pasteur esterilizada (MICHELSON, 1966), transferida para um tubo de ensaio de
vidro e mixada. Após a mistura das células sanguíneas, um certo volume de
hemolinfa foi colocado em uma câmara de Neubauer para a contagem dos
hemócitos. Foram contados os hemócitos de cada molusco em separado. Os
experimentos foram feitos em duplo cego e os dados analisados estatisticamente
pelo teste tde Student, aceitando-se significância para p < 0,05.
2.2.2. Dosagem de óxido nítrico (NO) na hemolinfa circulante
Um outro lote contendo 60 animais adultos, da mesma espécie e sob
as mesmas condições físico-químicas, foi dividido em 3 grupos: controle (n =10) e
experimentais 12 h (n = 10), 24 h (n = 10), 36 h (n = 10) e 48 h (n = 10) e um grupo
de recuperação do ciclo circadiano (n = 10). O grupo controle foi submetido a um
ciclo claro-escuro natural, sendo 14 h claro (200 lux) e 10 h escuro
(aproximadamente 10 lux), as coletas de hemolinfa foram feitas logo após o
término dos experimentos. Os animais do grupo experimental foram expostos a
12, 24, 36 e 48 h de iluminação contínua (200 lux), dependendo do subgrupo a
que pertenciam; as coletas de hemolinfa foram feitas após o termino do período a
que cada subgrupo pertencia. Já os animais do grupo de recuperação do ciclo
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circadiano tiveram seu ciclo quebrado por 48 h de iluminação continua (200 lux) e
novamente restabelecido, onde as coletas da hemolinfa foram feitas 3 dias após o
inicio do restabelecimento do ciclo circadiano normal. Esses animais serão
referidos daqui para a frete como grupo recuperado.
A produção de NO (nitrito e nitrato) foi avaliada por teste
colorimétricobaseado na reação de Griess em cada um dos grupos supra citados.
Para a dosagem do óxido nítrico extraiu-se a hemolinfa circulante
através de punção cefalo—podal, a hemolinfa foi colocada em um tubo de ensaio de
vidro e centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm, após a centrifugação foi feita a
extração de 150 ul do sobrenadante da hemolinfa. Deste volume, 50 |J| do
sobrenadante foi colocado em uma placa de cultura de 96 poços, com 50 pl do
reagente de Griess (NEED, N-(—1-Naphthyl)EthyI-Ene-Diamine, + Sulfanilamida),
para cada amostra (animal) foi feita uma duplicata e tirada a média das duas, e
posterior leitura em um leitor de multiplacas (Titertek Multiscan Plus-Flow, USA)
com absorbância de 570 nm.
Os experimentos foram feitos em duplo cego e os dados analisados
estatisticamente pelo teste tde Student, aceitando-se significância para p < 0,05.
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3. RESULTADOS
Dos 197 animais utilizados neste estudo, todos mostraram resultado
negativo ao teste de infestação por miracídios.
3.1. PARTE ETOLÓGICA
De maneira geral, os animais submetidos à quebra do ciclo
circadiano apresentaram maior atividade motora. Com relação ao comportamento
de deslizar, o grupo experimental mostrou maior atividade (33 vezes) do que os
animais do grupo controle (18 vezes, p < 0,05, Tabela 1). Também em relação ao
comportamento de arrastar, os animais do grupo experimental expressaram maior
número de vezes (n = 48) do que os animais do grupo controle (n = 27, p < 0,05,
Tabela 1). Coerentemente quanto aos resultados motores, os animais do grupo
controle apresentaram maior expressão do comportamento parar-boiar (n = 120)
do que os animais do grupo experimental (n = 71, p < 0,001, Tabela 1).
3.2. PARTE IMUNOLÓGICA
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3.2.1. Contagem dos hemócitos circulantes
Com relação à análise da curva do número de hemócitos circulantes,
os animais que tiveram quebra do ciclo circadiano por 12 h consecutivas
apresentaram redução (p < 0,05) desse tipo de celulas (X = 134,5 : 35,5
hemócitos/ul de hemolinfa) quando comparados aos animais controle mantidos
por 12 h em ciclo normal (X = 174,6 i 26,4 hemócitos/ul de hemolinfa). Os animais
experimentais mantidos com iluminação contínua por 24 h consecutivas também
sofreram redução (p < 0,01) desse tipo de células (X = 113,6 i 36,3 hemócitos/ul
de hemolinfa) quando comparados aos animais controle mantidos por 24 h em
ciclo normal (X = 172,9 t 31,4 hemócitos/ul de hemolinfa). Os animais
experimentais mantidos com iluminação contínua por 36 h consecutivas também
sofreram redução (p < 0,001) desse tipo de células (X = 97,7 1 14,0 hemócitos/ul
de hemolinfa) quando comparados aos animais controle mantidos por 36 h em
ciclo normal (X = 173,7 1 45,0 hemócitos/pl de hemolinfa). Os animais
experimentais mantidos com iluminação continua por 48 h consecutivas também
sofreram redução (p < 0,001) desse tipo de células (X = 77,6 º_r 20,0 hemócitos/pl
de hemolinfa) quando comparados aos animais controle mantidos por 48 h em
ciclo normal (X = 175,9 t 42,8 hemócitos/pl de hemolinfa). Não houve diferença
entre os subgrupos controle. Os resultados estão mostrados nas figuras 1 e 2.
3.2.2. Dosagem de óxido nítrico (NO) na hemolinfa circulante
Com relação à análise da dosagem de óxido nítrico na hemolinfa
circulante, os animais que tiveram quebra do ciclo circadiano apresentaram
redução (p < 0,001) na produção de óxido nítrico quando comparados aos animais
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que foram mantidos em ciclo circadiano normal. Assim, enquanto o grupo controle
apresentou produção de 235,9 $ 8,0 uM de NO, os demais grupos apresentaram
as seguintes produções de NO: 12 h: 155,5 i 11,8 uM; 24h: 144,7 & 10,3 uM; 36 h:
133,8 $ 5,6 uM; 48h: 72,6 :t 16,7 uM. O grupo recuperado apresentou produção de
NO igual a 230,4 i 17,5 uM, não sendo observada diferença entre este grupo e o
grupo controle. Os resultados são mostrados na Figura 3.
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Tabela 1 — Número de episódios dos comportamentos deslizar, arrastar e parar—
boiar apresentados nos dois grupos, controle e experimental, nos moluscos,
Biomphalaria tenagophila, durante os 2 dias de experimento, determinados pela
tabela comportamental de JURBERG (1995).
*P < 0,05 e **P < 0,001 comparados com o controle (teste xº).
Comportamento Ciclo circadiano Iluminação contínua
Deslizar 1 8 33*
Arrastar 27 48*
Parar—boiar 120 71 **
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Figura 1 — Número de hemócitos por ul de hemolinfa em animais mantidos em
condição de ciclo circadiano regular ou de iluminação continua, 48h. *P < 0001
quando comparado com ciclo circadiano regular (teste tde Student). Coluna cinza,
ciclo circadiano regular; coluna azul, iluminação contínua.
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Figura 2 — Número de hemócitos por ul de hemolinfa em animais mantidos em
condição de ciclo circadiano regular ou de iluminação contínua. *P < 0,001 quando
comparado com ciclo circadiano regular (teste t de Student). Coluna azul, ciclo
circadiano regular; coluna vermelha, iluminação contínua.
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Figura 3 -- Produção de óxido nítrico (uM) na hemolinfa de Biomphalaria
tenagophila, em animais mantidos em condição de ciclo circadiano regular ou de
iluminação continua. *P < 0,001 quando comparado com ciclo circadiano regular e
ciclo recuperado (teste tde Student). Coluna azul, ciclo circadiano regular; coluna
vermelha, iluminação contínua; coluna cinza, ciclo circadiano recuperado.
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4. DISCUSSÃO
O fato de nenhum dos animais constituintes deste estudo apresentar
resultado positivo no teste de infestação por miracídios era esperado, uma vez que
todos eles foram obtidos do Departamento de Biociências onde são mantidos em
criadouros não naturais, impossibilitados de qualquer contato com larvas do S.
mansoni. Esse aspecto é de suma importância no âmbito do presente trabalho,
pois o contato com miracídios poderia influenciar e modificar os resultados aqui
obtidos em condições do aparente estresse por iluminação contínua (REIS et al.,
1995).
Este estudo contribui para reforçar o conceito de que o estresse pode afetar
a resposta imunológica tanto em invertebrados como nos vertebrados (STEFANO
et al., 1990; OTTAVIANI & FRANCESCHI, 1996; ROBERTS, 1995). Tal alteração,
produzida pelo estresse, pode levar tanto ao aumento quanto à diminuição da
habilidade imunológica, dependendo da intensidade, do tempo de estímulo e da
espécie; porém, em geral, provoca imunossupressão. O estímulo estressante, em
moluscos, quando por tempo prolongado, pode ativar os mecanismos de defesa
do animal, que reagirá de acordo com a circunstância (STEFANO et al., 1990). No
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presente trabalho foram observados aspectos do sistema defensivo: resposta
comportamental (deslizar, arrastar e parar—boiar) e resposta imunológica:
quantidade de hemócitos circulantes na hemolinfa e quantidade de óxido nítrico
presente na hemolinfa em condições de iluminação contínua nos gastrópodos da
espécie Biomphalaria tenagophi/a. Tal condição, quebra do ciclo circadiano, pode
funcionar para tais animais como uma situação de estresse. Em primatas e
roedores, a exposição à luz leva a alterações nos ciclos circadianos que poderão
provocar variações neuro—endócrinas que, por sua vez, interferem na
imunomodulação (ROBERTS, 1995). Um exemplo que retrata este aspecto é a
variação circadiana, em humanos, nos níveis de leucócitos. Embora o número total
dessas células seja relativamente constante ao longo do dia, o número de
granulócitos e de monócitos predomina no periodo de luz do dia e o de linfócitos,
durante a noite. Tal variação está relacionada com o tipo de receptor adrenérgico
na superfície da membrana celular (SUZUKI et al., 1997). Estes dados levam-nos
a inferir que uma possível quebra do ciclo circadiano poderia afetar o número de
células, tanto de ciclo diurno como as de ciclo noturno e, consequentemente,
alterar a resposta imune destes animais.
De acordo com a tabela 1, observa—se um aumento na expressão de
comportamentos motores ativos, tais como arrastar e deslizar, e uma diminuição
da expressão dos comportamentos motores não ativos, parar-boiar, em animais
com o ciclo circadiano quebrado quando comparados com os animais controle de
ciclo regular. A luz contínua poderia estar ativando mudança de circuitos neuronais
que transformariam um comportamento em outro. Em moluscos adultos, do
gênero Clione, e em larvas de anfíbios, do gênero Xenopus, tem sido mostrado
que circuitos próprios, porém interligados, estão relacionados a mudanças de
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comportamentos do tipo boiar para nadar rapidamente, sob interferência de
estímulos ambientais. No molusco Clione, tais circuitos, denominados geradores
de padrões centrais, estão localizados nos gânglios pedais (ARSHAVSKY et al.,
1993).
Na figura 1 e na figura 2, observamos um decréscimo do número de
hemócitos dos animais que tiveram seu ciclo circadiano quebrado, sendo que
houve um decréscimo gradual de 12 h para 48 h, quando comparado com os
animais de ciclo regular, que tiveram o número de hemócitos invariável.
Provavelmente, ocorreu uma inibição do sistema imunológico pelo sistema neural
em condições de iluminação contínua, onde um maior tempo de exposição à luz
acarretou um maior decréscimo no número de hemócitos, como o observado na
figura 3. Uma possível explicação para tal fato pode estar embasada no
metabolismo da serotonina e sua transformação em melatonina ou alguma
substância semelhante. Sabe—se que, em mamíferos, a luz inibe a transformação
de serotonina em melatonina. Assim, a luz que incide sobre a retina estimula o
núcleo supraquiasmático do hipotálamo e resulta em aumento dos níveis de
serotonina e redução da melatonina. Esse neuro-modulador, a serotonina, inibe a
liberação de corticotrofina. Portanto, em presença de luz haverá ativação do
sistema de corticosteróides adrenais através do aumento da relação
serotonina/melatonina (ROBERTS, 1995). Embora os corticosteróides sejam
imunossupressores, sabe-se que a serotonina é capaz de ativar seletivamente a
proliferação de linfócitos T (RAO et al., 1990), Dessa forma, os hemócitos
poderiam estar sujeitos a um esquema de regulação mais geral em que um
aumento de substâncias similares aos corticosteróides levaria a uma inibição da
proliferação de tais células ou mesmo à sua migração para órgãos fora da
))
))
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hemolinfa. Apesar dos moluscos não possuirem o eixo hipotálamo—pituitária-
adrenal, envolvido no processo supracitado, deve haver um sistema
funcionalmente semelhante a este, uma vez que muitos destes hormônios são
encontrados em sua hemolinfa e receptores para tais substâncias são encontrados
em seus hemócitos (OTTAVIANI & FRANCESCHI, 1996).
A análise da figura 3 mostra que os animais que tiveram seu ciclo
circadiano quebrado pela iluminação continua apresentaram um decréscimo na
expressão de óxido nítrico provavelmente pela migração dos hemócitos da
hemolinfa para outros órgãos do molusco, gerada pelo CRH ou pelo ACTH
(OTTAVIANI et al., 1990). Pode-se ainda inferir que a quebra no ciclo circadiano
poderia levar a uma modificação de algum circuito neural que inibiria,
indiretamente, através da interferência nos hemócitos ou em algum outro tipo
celular, a liberação de óxido nítrico.
As análises da tabela i e das figuras 1, 2 e 3, mostram que os animais que
tiveram o ciclo circadiano quebrado apresentaram maior mobilidade, menor
expressão de hemócitos, um decréscimo progressivo na curva do número de
hemócitos circulantes da hemolinfa, além de um decréscimo na expressão de
óxido nítrico da hemolinfa circulante. É possível imaginar que um tipo de circuito
dedicado a cada um dos aspectos de regulação esteja envolvido a cada vez
(MORTON & CHlEL, 1994), Assim, a iluminação contínua ativaria um circuito
motor ao mesmo tempo que desativaria um circuito relacionado ao eixo
neuroimunológico. Ou ainda, que um neuromodulador estivesse envolvido nesses
circuitos, ligando um e desligando o outro. Por exemplo, sabe-se que a serotonina
ativa a produção de corticosteróides que são imunossupressores. No molusco
Clione, esta substância está envolvida na transformação de um comportamento de
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fuga modificando a natação lenta em natação rápida (ARSHAVSKY et al., 1993).
Os nossos resultados permitem sugerir que o mesmo pode estar ocorrendo com
os moluscos objeto deste trabalho. Uma substância que poderia ser a própria
serotonina ou algo semelhante a ela, que tenha o seu nível aumentado pela luz,
poderia estar, ao mesmo tempo, induzindo uma diminuição do número de
hemócitos na hemolinfa e também inibindo a produção de óxido nítrico, seja por
uma inibição da enzima ou por uma competição pelo substrato que converte
arginina em NO (HIBBS et al., 1987a,b; 1988). Ainda, em relação à redução na
produção de NO, pode-se imaginar que o mesmo estaria ocorrendo por uma via
indireta envolvendo o neurotransmissor glutamato e receptores de N-methyI-D—
aspartato (NMDA) sobre os quais o glutamato também atua. SNYDER & BREDT
(1992), utilizando preparações de cerebelo, observaram que quando se adicionava
NMDA ou glutamato a atividade NOSintase triplicava, consequentemente
aumentando os níveis de NO. Pode-se inferir que um possível aumento no nivel
de serotonina, nos animais expostos à iluminação continua, poderia estar inibindo
um circuito glutamatérgico que, de uma forma semelhante àquela observada por
SNYDER & BREDT (1992), poderia inibir a produção de óxido nítrico.
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5. CONCLUSÓES
A iluminação contínua representa, para o molusco Biomphalaria
tenagophila, um fator de estresse que interfere com o seu sistema imunológico.
Tal interferência aparece, neste estudo, pela redução do número de hemócitos na
hemolinfa e pela redução na expressão de óxido nítrico na hemolinfa circulante.
Ocasionando não apenas uma redução efetiva no número de células de defesa,
mas também uma diminuição na sua eficiência - redução da atividade citotóxica.
A iluminação contínua interfere também com o aspecto
comportamental do animal, aqui manifesto pelo aumento na expressão de
comportamentos ativos. Possivelmente existe um mecanismo comum,
representado por circuitos neurais, que participam no controle da expressão
comportamental e da expressão do sistema imunológico.
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